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NEUE PROTEINE KIT TNF-HEMMENDER WIRKUNG UND IHRE HEFSTELLUKG 



Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrlfft neue Proteine und deren HersteMung. 

TNFa (Tumor-Nekrose-Faktor) ist eln bekanntes Protein, welches ein breites 
St r b ologischen AktlvH^en besitzt. Er beeinflupt versch,edene 
"e u d niCtLlignc ZclUypen, spieU eine RoUe be, -P"";- 
10 IZTk und Gewebeverletzungen sowie Nierenabstopungen, Transplantat.onen, 
sc 0 klun e und zerebraler Malaria (Lymphokines 1987 Vol. ^'^'^''Z 
!eut cll Res. 5, 129 (1988); Science 234, 470 (1986), Nature 330, 662 

a lip Hed. lee, 1132 (1987); Science 237, 1210 (1987), E.p. 
Med. 166, 1280 (1987)). 

" Es 1st bekannt, dap n,an die Wirkung von TNF« n>it Antikbrpern neutral isie- 
ren kann P 2 0 610). Diesa Antikdrper sind jedoch nicht humane SuDstan- 
so dps e bei der Anwendung an, Menschen I»unreaktionen auslosen 



zen, 
konnen. 



20 



ES warden nun Proteine gefunden, die hu,«anen Ursprungs sind und die 
Wirkung von TNFa neutralisieren konnen. 

rpoenstand der Erfindung sind Proteine, welche ein Molekulargewicht von 
25 et!! 42 000 oaull besitzen und an, N-Ter.inus die A^inos.uresequenzen 

Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro 61u Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

..eisen, worin . ein W .sersto.ato. e.^^ ^l^^^ 

::rp;rA;r:;r;ai";a"p:; :t .eu pr; au .n va. a. ^he 

darstellt, und deren Muteine. 

MS Muteine sind Proteine zu verstehen die --J-;--;;;,:::::rt'te 

rs::irhn:r rad:::h:;r=gr rrproteme ..k .chu.. 

ofe tute^^e kennen'auch durch Variation des 6,ykosidrestes erhalten 

werden . 
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BASF Aktiengesellschaft 



Die neuen Proteine lassen sich beispielsweise aus dem Ham von Patienten 
isolieren, die Fieber haben, d.h. deren Korpertemperatur etwa 38<'C oder 
hoher ist. Hierzu wlrd der Harn zunachst konzentriert, was beispielsweise 
durch umkehrosmose Oder Ultrafiltration geschehen kann. Das dadurch erhai- 
5 tene Retentat wird anschliepend durch lonenaustausch- und Affinitats- 
chromatographie gereinigt. 

Die Proteine lassen sich auch aus menschlicher Ascites-Flussigkeit von 
Patienten mit ovarialcarcinomen gewinnen. 

10 

Die Reinigung der Proteine kann nach bekannten Methoden, wie Affmttats- 
oder lonenaustauschchromatographie, erfolgen. 

Die so gewonnenen Proteine sind am N-Terminus in der Aminosauresequenz 
15 inhomogen. Es konncn bis zu 7 Aminosauren fehlen. Solche Inhomogeni taten 
sind bei korpereigenen Proteinen nicht ungewohnlich und treten beispiels- 
weise auch beini jr-lnterferon auf. 

Durch Behandlung mit einer Endoglykosidase verandert das Protein sein 
20 Laufverhalten in der SDS-Polyacry lamidgel-EIektrophorese, was auf die 
Abspaltung von Zuckerresten zuriickzufuhren ist. 

Die hier beschriebenen Proteine liegen im Urin und in der Asc itesf lUssig- 
keit in Konzentrationen zwischen 1 - 100 mqA vor. Urn das Protein fur 
25 pharmazeutische Zwecke in groperen Mengen verfugbar zu machen, kann man 
bekannte gentechnische Methoden (vgl. Maniatis, T. et al: Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y., 1982) heran- 
ziehen. Fur diesen Zweck mup zunSchst die genetische Inforniation fur das 
neue Protein identif iziert und die entsprechende Nukleinsaure isoliert 

30 werden. Dazu wird das reine Protein mit Dithiothreitol reduziert, dann 
wird lodacetamid zur Derivatisierung der freien SH-Gruppen zugesetzt und 
anschUepend wird das so behandelte Protein mit Bromcyan und anschUefiend 
mit Trypsin in kleine Peptide gespalten. Die Auftrennung der Peptide er- 
folgt Uber reversed phase-Chromatographie, Die N-terminale Sequenzierung 

35 eines dieser gereinigten Peptide ergab die Sequenz Val Phe Cys Thr Lys 
weiter enthalt das Protein folgende drei weitere Peptidsequenzen: Gly Val 
Tyr Thr Scr, lie Cys Thr Cys Arg Pro Gly Tyr und Pro Gly Thr Glu Thr Ser 
ASP val val cys Lys Pro Cys Ala Pro Gly Thr Phe Ser Xab Thr Thr Ser Ser 
Asp lie cys Arg Pro, worln xab eine noch unbekannte Aniinosaure ist, die 

40 mbglicherweise glykosyliert ist. 

Die vorhandenen Peptidsequenzen erlauben nun durch die Synthese entspre- 
chende Oligonukleotide eine eindeutige Identif izierung des Gens aus dem 
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.enschUchen Genom oder aus entsprechenden c-ONA-BSnlcen durch sequenz- 
spezifische Fllterhybridisierung. 

Oie so erhaltene genetische Information fUr das Protein Kann dann in ver- 
5 s hleLe Wirtszellen, wie eukaryontische Zellen, Hefen, Bacllus subt.Us 
Td^ E 00^1 nach beic nnten Hethoden zur Expression gebracht und das 
Tro^ein so Irh'ten warden, in den eu.aryotischen Zellen entsteht dabe. 
das Protein in glykosylierter Form. 

H4» «lch dureh Austausch, Deletion Oder Addition von Amino- 
:;:r:; o:er'p;;tidrv::l neuen Proteinen ableiten, werden vorzugs.eise 
nach gentechnischen Hethoden dargesteUt. 

Oie neuen Proteine zeigen gute TN-^-Hibierende Wir.ungen und Uss^^^ 

15 daher zur Behandlung von ^ % P t chem 

Twr«* in KHrDerflUssigkeiten erhoht )St, wie 2.0. uci k 
T ;.iter k nn n s e bei folgenden Ericrantcungen angewendet werden: 

Beispiel 1 

Bestimmung der TNFa-inhibitorischen Wirkung 

" Oie bioiogiscbe A.tivit.t von ..^^^^^ ^1:^:^::?^'^ 
(J. Biol. Chen. ^^■J^'^^J^J'^,^^^^^ WirKung wurde eine Kon- 

Te::" r :::Mt:Ver:er .mdestens ao . ..r zellen lysierten. 

UberstHnde n.it TNP. bindenden Proteinen wurden Jn i-J^^^-^^S-.'^-^'n- 
titerplatten verdUnnt. Zu dieser ^"""^ ;05 ™ > w « J '^^^^^ 
.zw. Maus-TNF« (120 pg/n.1) gage en^ " ! tinLycin 0 entMelt. 

50.000 L929-Zellen in 0,1 ml Med,un, das 2 ^/ ^„,^en die 

35 HacH e^"- --"^i^-rJiUlm 'o t l/rL! ^ Abwesenbeit von 
zellen ftxtert und rait KriStaUVJOiei; g ^ Zellen. 

TNFa-blndendem Protein lysierten TNFa and g^ekt von 

Oiese wurden w.hrend der P.rbung 'J^^" "die Parbbar.eit 

Uberstanden mit TNFa-bindenden Proteinen zeigte 

40 von intakten Zellen, die zurUckbl ieben. 

bei Maus-TNFa. 
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Beispiel 2 

ProteinisoUerung aus Urin 

5 40 1 Sammelurin von Patienten mit Fieber (iSS^C) wurde iiber eine 
Heinoflow® F60 Patrone (Fa, Fresenius) fiUriert, bis das Volumen des 
Retentatstromes auf 2,5 I aufkonzentriert war. 

Oas Retentat wurde anschliepend zum Waschen 4 mal mlt je 2,5 1 20 mM 
10 Matriumphosphatpuffer pH 4,0 versetzt und die Filtration jeweils bis zum 
Ausgangsvolumen von 2,5 I fortgesetzt. 

Das so erhaltene proteinreiche, braun gefarbte Retentat wurde uber 
S-Sepharose® der Fa. Pharmacia (Saule: 0=5 cm, 1=17 cm) chroraatogra- 
15 phiert Die Saule wurde vor Beginn des Auftrages mit 10 Saulenvolumina 
(SV) 20 njM Matriumphosphatpuffer, pH 5,5 (= Puffer 1) aquillbriert und das 
Retentat aufgetragen. Es wurde mit 3 SV Puffer I nachgewaschen und das 
Wertprodukt durch Elution mit 3 SV eines 20 mM Natriumphosphatpuffers pH 
6,5 (Puffer II) gewonnen. 

20 

zur weiteren Reinigung wurde diese Fraction uber eine TNF-Af f initStss^ule 
(Beispiel 4) gegeben (0 » 1,5 cm, 1=10 cm), die mit 10 SV Puffer III 
[20 mM Natriunphosphat, 140 mM NaCl, pH 7,2) aquilibriert worden war. Nach 
dem Auftrag wurde mlt 3 SV Puffer III nachgewaschen und die TNF-bindende 
25 Proteinfraktlon durch Elution der Saule mit 40 ml eines Puffers IV, be- 
stehend aus 0,58 % Essigsaure und 140 mM NaCl, gewaschen. 

zur isolierung des reinen Proteins wurde das Eluat der TNF-Aff initatssaule 
uber eine Mono Q-SHule HR 5/5 der Fa. Pharmacia aufgetrennt, Dazu wurde 
30 zunachst das Eluat mit 0,1 n NaOH auf . pH 12,0 eingestellt. 

Die Saule wurde mit U SV 20 mM Natriumphosphatpuf fer pH 12,0 (Puffer V) 
aquillbriert. 10 ml des pH-adjustierten TNF-Aff initatssauleneluates wurde 
aufgetragen und mit 4,4 SV Puffer V gewaschen. Anschliepend wurde mit 20 
35 mM Natriumphosphat pH 7,5, eluiert. 

zur weiteren Abreicherung von Verunreinigungen wurde die Mono Q-Saule mit 
7 SV 20 mM EssigsSurepuf fer gespUlt, der mit 0,1 N HCl auf pH 2,0 
eingestellt worden war (Puffer VI). 

40 

Oanach wurde die SSule mit 5-6 SV 20 Essigsaure, 20 mM NH4Cl-P""-r pH 
2,0 (mit 0,1 n HCl eingestellt, Puffer VII) weiter eluiert. Nach 1-2 SV 
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eluierte eine bei 280 nn. UV-aktive Bande, die Verunreinigungen enth.elt, 
naeh weSteren 1-2 SV eluierte das neue Protein. Eine weltere Menge remes 
Protein kann dureh Nachelution rait 1-2 SV eines auf 100 rM NaCl 
eingestellten Puffers VII erreicht warden. 

^ Das Protein wurde so in einer gelelektrophoretischen Reinheit von >90 % 
erhalten. Aus 1 1 Urin lassen sich etwa 1 bis 10 /.g Protein erhalten. 

Beispiel 3 

Protelnisolierung aus niensehUcher AscitesflUssigkeit. 

2 5 1 leicht triibe, dUnnflUsstge AscitesflUssigkeit, die als Punktat einer 
Patlentin mit OvariaUarcinom anfiel, wurde 30 min bei 3000 g 

15 zentrifugiert. Oer Oberstand wurde ™it 10 %iger ""-P^orsiure auf pH 7,2 
eingestellt und Uber eine n.it Glutardialdehyd ''«'^"«*^*%™'^-"^'''" „ ,^ 
ros!»-Saule (vgl. Beispiel 4) gegeben. (0= 1,5 cm, 1 = 3 cm). D,e SSule 
Zl nit 50 J puffer III aquilibriert und nach den, Auftrag m,t 150 n.1 
puffer III nachgewaschen. Die TNF-bindenden Proteine wurden mit 30 ml 

20 Puffer IV eluiert. 

zur weiteren Reinigung wurde das Eluat mit IMtiger HCl auf pH 3,0 

gls u d auf e!ne .it 20 nM EsslgsSure (pH 3,0) aquHibrier e 
C roSo aphiesaule (Mono S HR 5/5, Fa. Pharmacia) gegeben. Nach dem 
25 tra rL mit 10 ml 20 m« EssigsSure ,pH 3,0) nachgewaschen und die 
jNF-bindenden Proteine anschliepend durch Elut.on mit 4 ral eine 
Pufferaemtsches aus 6 Teilen 20 mM EsslgsSure (pH 3,0) und 4 Teilen 50 m 
TalHurprspbatpuffer (pH 9,0) eluiert. Oer pH-Wert des Eluats wurde 
kontrolllert und gegebenenfalls auf pH 6,5 nachgestellt. 

Das Eluat wurde Uber eine mit Natriumphosphatpuf fer pH 6,0 (Puffer VIII) 
ru.^Me::: cnomatograpbies^ule Hono « HR 5/5 gegeben Wa-^; ^ 

je 6 ml puffer VIII und 6 ml 20 mH Ess,gsaure ^ ^ 
protein mit 6 ml 20 m Essigsaure, 150 mM NaCl, pH ^,u irur 
35 same eluiert. 

Oie Charakterislerung des let.ten E.uats ergab, dap "/'^Jj^f f/^,;;: 
von der InhomogenltSt der N-terminalen Sequenz - um das gleiche Prote,n 
handelt, welches gemSp Beispiel 2 erhalten wurde. 

40 
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Beispiel 4 



Herstellung der TNF-Af f initatssaule 
5 a) Kopplung von TNF an BrCN-Sepharose 

7 5 g erCN-Sepharose® (Fa. Pharmacia) wurden in 30 ml Wasser aufge- 
schlenimt. Nach 30 inin Quellzeit wurde die BrCN-Sepharose®-Gel suspension 
zuerst mit 500 ml 1 mH HCl-L6sung und dann mit 0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, 
10 pH 8,3, gewaschen. 

136 mg TNF gelost in 41 ml Puffer (0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 8,3) 
wurden zu dieser Gelsuspenston gegeben. Oer Reaktionsansatz wurde 2 h bei 
Raumtemperatur geschUttelt und die TNF-Sepharose® bei 3000 U/min abzentri- 
15 fugiert. Das Gelroaterial wurde mit 40 ml Puffer gewaschen. 

Aus der proteinbestimmung der uberstande errechnet slch eine Kopplungs- 
ausbeute von >90 

20 zur Blocklerung der Qberschiissigen aktiven Gruppen der BrCN-Sepharose® 
wurde die Gelsuspension mit 40 ml Puffer [0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, 1 M 
Ethanolamin, pH 8,3) versetzt, anschltepend 1 h bei Raumtemperatur 
geschUttelt und das Ethanolamin dann mit 3 x 40 ml Puffer (0,1 M NaKCOs, 
0,5 M NaCl, pH 8,3) ausgewaschen. 

25 

b) vernetzung der TNF-Sepharose® mit Glutardialdehyd 

20 ml nach a) hergestellter TNF-Sepharose® Gelsuspension wurden 
zweimal mit 25 ml Puffer (20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCl, pH 8,0) 

30 gewaschen. Die Suspension wurde in 40 ml desselben Puffers aufgenommen 
und mit 1,6 ml 25 %iger Glutardialdehydlosung versetzt. Nach 1 h 
SchUtteln bei Raumtemperatur wurde die Suspension abzentri fugiert und 
mit 25 ml Puffer (20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCl, 1 M Ethanolamin, 
pH 8,0) versetzt. Es wurde wieder 1 h geschuttelt und die 

35 TNF-Sepharose® Suspension anschUepend in eine Chromatographiesaule 
(0=1,5 cm, 1=10 cm) gefullt. 

Die Saule war nach Waschen mit 100 ml Puffer (20 mM Natriumphosphat 
140 mM NaCl, PH 7,2) und 50 ml 0,58 % Essigsaure . 140 mM NaCl fdr die 
40 Affinitatschromatographie einsetzbar. 
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Beispiel 5 

Charakterisierung des Proteins 
5 a) Molekulargewicht und Reinheit 

nach Beispiel 2 Mw. 3 erhaltenen Proteins emer 15 % SDS-Polyacryl 
,::;:g:t:re.trop.orese unter red™ 

''TZ: T::ZT.XZ:.1^^^^^^^^ i« Prote,; nacn .e,.en 

:;r:rn ;:c L^^s^^ b,.e a^s .o^o^ene ean-e .It eine. 

Molekulargewicht von etwa 42.000 Dalton ericannt. 

Andere Banden waren nicht zu erkennen. Die Reinheit des Proteins .ann 
daher nilt a90 % angegeben werden. 

Das protein gibt sich als deutlich blau-violett gefSrbte Bande xu 
erkennen. 
b) N-terminale Sequenzierung 

10 (=.250 PMO.) des nach Beispiel 2 erhaltenen Proteins warden .it 
einem Gasphasensequen«r N-ter.inal n-ehrmals sequenxiert. 

Ole N-ter.inale Sequenzan.lyse deutet -^en deS Auftretens verwandter 
Lbensequenzen a«f die Inho.ogenitSt der 
sequenz hin. Es wurden folgende Hauptsequenzen erm.ttelt. 

30 Sequenz la 

P.e Thr pro T,r Ala Pro Glu Pro Glv Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 
Nebenher .onnte in der Gasphasensequenzierung eine on. 6 A»inos..ren 

35 N-terminal verlangerte 

sequenz 2a 

40 Cys Arg Leu Arg Glu 

und eine um 1 Aminosaure N-terminal verminderte 



10 



15 



20 



25 
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Sequenz 3a 

Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 
ermlttelt werden. 

Analog wurden in dem Protein gemap Beispiel 3 folgender Hauptsequenzen 
ermittelt: 



XO Sequenz lb 



Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr 
Cys Arg Leu Arg Glu (etwa 10 %) 



15 Sequenz 2b 



Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys 
Arg Leu Arg Glu (etwa 45 %) 

20 Sequenz 3b 

Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg 
Leu Arg Glu (^^^^ ^5 %) 

25 d) Behandlung mit Trypsin 

20 fig der neuen Proteine wurden bei pH 8,5 wie folgt behandelt: 



30 



35 



1. zugabe von 0,5 fig Trypsin, gelost in 0,1 M NaHCOa-Puffer pH 8,5; 
inkubation 16 h bei 37®C 

2 zugabe von 0,5 ^xg Trypsin, gelost in 0,1 % SOS - 0, 1 M NaHCOa- 
Puffer pH 8,5? Einstellen der Losung auf C,l % SDS-Gehalt; 
inkubation 16 h bei 370C. 

Die so behandelten Proteine wurden in einer 15 %igen SOS-Poly aery 1- 
atnldeleKtrophorese vergleichend mit dem Ausgangsprotein analysiert. Es 
konnte kein Abbau der Proteine festgestellt werden. 

AO Beispiel 6 

Deglykosylierung 

0,1 des gen,ap Beispiel 2 erhaltenen Mono Q-Elaats (= 0,1 "Si/-; 
wurden mit 1 « NaOH auf pH 7,2 eingestelU. ftnschUepend wurden 10 un.ts 
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G.^lcopeptidase F (Fa. Boehringer Mannheim) zugesetzt. Nac 6 h Inkubat,on 
bei 37«C wurden weitere 10 Units Enzym zugesetzt. Nach weiteren 16 h 
Reaktionszcit wurden 50 ^1 dcs Ansatzes lyophiUslert und ,n elnem %.gen 
SDS-Gel in, vergleich mit unbehandelten Protein analys.ert. Das n,.t Enzym 
5 b handelte Protein zeigte ein in, Vergleich 2ur unbehandelten Probe un, etwa 
rJeiJndertes «o,e.ulargewicht. Weitere 25 ,1 des Ansatzes wurden, w.e 
in Belsplel 1 beschrieben, auf TNFa Inhibierende WlrKung g«*"*«*;^;« 
l^inSibierende Wirlcung blieb aueh nach Abspaltung des Zuckerante.ls 
voll erhalten. 

10 

Beispiel 7 

AntikSrperproduktion 

t!in iJo 05 « iatriuracarbonatpuffer pH 9,6 besehichtet, die unspez f.sche 
20 'it'lVsSA/PBS abges.ttigt und ™it verscMedenen Seru.verdUnnun- 

g n inLiert. Die Detection der gebundenen *"'""'7^;^;°;^^%™;!3;;! 
tinjlierten, anti-rabbit-IgG und streptavidin-Perox.dase sowie TMB Sub 
IZt zwischen den einzelncn Inkubationen wurde je 3i«al ,^it 0,05 % 
ZL-WPBS gewaschen. Nach Abstoppen mt 2 « H,SO. best,™.te man d.e 
25 optische Dlchte bei 450 nin. 

Beispiel 8 

Proteinnachwels in KbrperflUssigkeiten 

zwischen den einzelnen Inkubationen wurde je 3n,al mt 0,05 % T / 
g^aschen. Die Extinction bei 450 m wurde nach Zugabe von 2 M H,SO* 



30 



40 stiinnt. 
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Patentanspriiche 

1. Proteine, welche ein Molekulargewicht von etwa 42.000 Dalton bcsitzen 
und am N-Terminus die Aminosauresequenz 

5 

xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gl^ Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

aufweisen, worin X ein Wasserstoffatom, einen Phenylalaninrest (Phe) 
Oder die AminosSuresequenzen Ala Phe, Val Ala Phe, Gin val Ala Phe, 
10 Ala Gin val Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala Phe Oder Leu Pro Ala Gin Val 
Ala Phe darstellt, und deren Muteine. 

2. Proteine gemap Anspruch 1 in deglykcsylierter Form. 

15 3. Verfahren zur Herstellung von Proteinen, welche ein MolekulargewUht 
von etwa 42,000 Dalton besltzen und am N-Terminus die Aminosaure- 
sequenz 

xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

aufweisen, worin X ein wasserstoffatom, einen Phenylalaninrest (Phe) 
Oder die Aminosauresequenzen Ala Phe, Val Ala Phe, Gin Val Ala Phe, 
Ala Gin Val Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala Phe Oder Leu Pro Ala Gin Val 
Ala Phe darstellt, und deren Muteinen, dadurch gekennzeichnet, dap man 
25 den Harn von fiebrigen Patienten konzentriert und das so erhaltene 
Retentat anschl ie(Jend durch lonenaustausch- und Aff initatschromato- 
graphie reinigt. 
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